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^ bioaktiven Faknren - besiehen, die zu aneinandersetzbaren geometrischen KGrpern geformt werden. 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 01/59068 



PCT/DE01/00530 



Kunstliche Knochenchips, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft kunstliche Knochenchips (BFU = bone forming units), Knorpel- und 
Knochentransplantate, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung in der Chirurgie. 

Die Reparatur umschriebener Defekte im Gelenkknorpel (z. B. Sportverletzungen) wurde 
innerhalb der letzten Jahre bereits zur klinischen Routine. Urn aber in Zukunft auch ganze 
zerstorte Gelenkknorpelflachen zu reparieren, wie sie gewohnlich infolge schwerer 
chronischer Gelenkerkrankungen auftreten, miissen weitgehend vorgefertigte und stabile 
Ersatzgewebe bis hin zu komplexen vitalen "Bioprothesen" entwickelt werden. Dazu versucht 
man, Patientenzellen mit unterschiedlichen Geriist-, Stutz- oder Einbettmaterialien zu 
kombinieren. Diese werden jedoch nur temporar fur Form und Stabilitat benStigt und losen 
sich spater im Korper wieder vollstandig auf. Ftir die Zell- und Gewebekulturen miissen zuvor 
spezielle Bedingungen geschaffen werden, unter denen die dem Patienten entnommenen 
Zellen auch nach einer ausreichenden in vitro Vermehrung wieder die gewebespezifischen 
Eigenschaften entwickeln (Literaturverzeichnis 1, 2). 

Neuerdings wird vermehrt die Verwendung von GewebevorlSufer- und Stammzellen ftir die 
Transplantatzttchtung angestrebt. Deren Potential zur Proliferation und Differenzierung ist 
hochinteressant fur die Regeneration von Geweben und Organen mit Hilfe des Tissue 
Engineerings. So gelang es bereits, mesenchymale Vorlauferzellen der Knochenhaut zur 
Behandlung von Knorpel- und besonders auch Knochendefekten in Tiermodellen erfolgreich 
einzusetzen. Dazu werden in dreidimensionalen Kulturen mittels geeigneter Matrixstrukturen 
aus Fibrin, Alginat und Polymergeriiststrukturen die Zellen zu transplantierbaren 
Vorlaufergeweben geziichtet (3, 4, 5). 

Bislang stellt die Substitution von knochernen Defekten, wie sie Zysten oder insbesondere die 
groBe Zahl riesiger periprothetischer Knochendefekte bei Prothesenlockerungen darstellen, ein 
zentrales Problem in der Orthopadie dar. Die bislang geiibte Praxis der Defektfiillung mit 
avitalem allogenen Material ist unbefriedigend. ZusStzlich bleibt trotz aller M6glichkeiten der 
Aufarbeitung ein Restrisiko der tJbertragung von Infektionserregern bestehen (Viren, 
Prionen). Vereinfacht kann festgestellt werden, dass je radikaler devitalisierend die 
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preoperative Behandlung des zu transplantierenden Substrates aus Infektionsgrunden ist, die 
biologische Wertigkeit des Transplantates abnimmt. 

Die Probleme der Prothesenlockerung und begrenzten Haltbarkeit fiihren dazu, dass vor allem 
junge Menschen erst relativ spat operativ versorgt werden konnen und die Invalidisierung 
meist schon weit fortgeschritten ist. Durch die Emwicklung von kiinstlichem Knorpel- und 
Knochengewebe, das durch Transplantation zerstorte Gelenke ersetzen kann, wird praktisch 
eine neue Dimension fur die rekonstruktive Gelenkchirurgie eroffnet. Diese kommt vor allem 
fur junge, im Berufsleben stehende Menschen als eine wichtige Alternative in Betracht, da 
hier die begrenzte Lebensdauer der Endoprothesen viel groBere Risiken fiir Komplikationen 
im weiteren Verlauf mit der Gefahr einer fnihzeitigen Amputation birgt. Weiterhin ist die 
gentechnische Stabilisierung des kttnstlichen Knorpels und Knochens fiir die entzflndlichen 
Gelenkerkrankungen eine Grundvoraussetzung, um eine erfolgreiche Einheilung und einen 
langfristig funktionstiichtigen physiologischen Gelenkersatz mit Hilfe des Tissue 
Engineerings zu entwickeln. 

Um aus isolierten Patientenzellen ein dreidimensionales Gewebe von ausreichender GroBe 
herzustellen, muB ein Tragermaterial eingesetzt werden, in das man isolierte und in vitro 
vermehrte Chondrocyten einbringen kann, so dass diese wieder redifferenzieren, ausreichend 
extrazellulare Matrix bilden und damit fur die Transplantation oder als Gewebemodelle fiir 
die Grundlagenforschung zur Verfugung stehen. Folgende Anforderungen werden dabei an 
die Tragermaterialien gestellt: 

Zuallererst sollten die verwendeten Materialien biokompatibel sein, das heiBt, dass sie weder 
eine imrnunologische AbstoBungsreaktion bei der Verwendung in Implantaten verursachen, 
noch durch ihre Anwesenheit die normale Stoffwechselaktivitat der Zellen beeintrachtigen 
diirfen. Des weiteren sollte die dreidimensionale homogene Verteilung der Zellen im Tr&ger 
und das raumliche Reifen des Zellgewebes ermoglicht werden, in dem z.B. neu gebildete 
MatrixmolekQle im zellnahen Raum gehalten werden. Daher ware es sinnvoll, wenn das 
Material eine moglichst groBe OberflSche zur Zelladhfision und Aggregation der 
Matrixmolekiile bei minimalem Volumen und eine homogene Struktur besitzt und dabei trotz 
Formbarkeit noch eine ausreichende Formstabilitat z.B. fur den Einsatz in der plastischen 
Chirurgie aufweist. Sobald das neue Gewebe in sich stabil genug ist, wird das Tragermaterial 
Qberfliissig und sollte daher resorbieren, wobei die Degradationsprodukte wiederum keinen 
EinfluB auf die Stoffwechselaktivitat des Gewebes haben diirfen (6). 
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Die in vitro Gewebeherstellung erfordert also zwei Funktionskomponenten vom 
TrSgermaterial. Die eine Komponente ist fiir die mechanische Stabilitat verantwortlich. Die 
andere sorgt fur eine homogene Verteilung der Zellen in der Struktur und unterstiitzt die 
Ausbildung der extrazellularen Matrix, indem das Material den Matrixmolekulen Halt gibt. 
Beide Funktionen konnen von ein und der selben oder von verschiedenen Geriistsubstanzen 
ubernommen werden (7). 

Im folgenden werden unter diesen Gesichtspunkten einige EntwicklungsansStze sowie 
mogliche Geriiststrukturen und Einbettmaterialien fiir das Knorpel-Tissue Engineering 
genauer betrachtet. 
1. Fasern 

Am ehesten werden Polymerfaser-Konstrukte diesen Anspriichen gerecht. Die resorbierbaren 
Polymerfasern mit reproduzierbaren Eigenschaften werden z.B. zu einem dreidimensionalen 
Vlies verwebt, sind dabei flexibel und elastisch und konnen dadurch den anatomischen 
Erfordernissen in der Form angepaBt werden. Sie bieten bei geringem Gewicht pro 
Volumeneinheit eine groBe innere Oberflache und ermoglichen eine dreidimensionale 
Besiedlung durch die Zellen. Die Fasern haben die Aufgabe eines temporaren Platzhalters, der 
sich nach dem Einwachsen der Knorpelzellen auflSst und durch die neu gebildete 
extrazellulare Matrix ersetzt wird. Dabei nehmen die Polymervliesfasern in der ersten Zeit die 
Belastung auf. WShrend sie sich langsam auflosen, tlberlassen sie die TrSgerfunktion der neu 
entstehenden Matrix. 

Die Zellen mussen unempfindlich gegeniiber den Degradationsprodukten der Fasern sein. 
Durch die geringe Materialmenge entstehen jedoch vergleichsweise wenig Abbauprodukte, 
die dann aus dem gebildeten Gewebe abtransportiert werden mussen. 

Der Abbau der Polyrnere lauft nach folgendem Schema ab: ZunSchst quillt das Material durch 
Wassereinlagerung auf. Dabei werden z.B. die WasserstoffbrUckenbindungen, die die 
rSumliche Struktur der Polyrnere bestimmen, aufgelost. AnschlieBend brechen die 
Polymerketten auseinander. Der Trager verliert seine mechanische Stabilitat. SchlieBlich 
werden die niedermolekularen Fragmente iiber die korpereigenen Stoffwechselwege zu 
Kohlendioxid und Wasser abgebaut (8). 

Der Nachteil dieser Polymerfasern beispielsweise gegenuber Gelen besteht darin, dass die 
raumlich homogene Verteilung der Knorpelzellen erschwert ist. 

AuBerdem mussen die Zellen zusStzlich im Vlies fixiert werden, da sie das Bestreben haben, 
nach unten zu sinken. Die Fixierung kann entweder durch direktes Anhaften der 
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Chondrocyten an die Fasern, z. B. mit Hilfe von AcMsionsfaktoren. oder durch eine leichte 
Vernetzung der Zellsuspension mit gelartigen Substanzen, wie z.B. Agarose, Fibrin oder 
HyaluronsSure erfolgen, wobei letzteres zu Gunsten einer homogenen Verteilung der Zellen 
im Trager vorzuziehen ist. Der Zusatz geeigneter gelartiger Substanzen erlaubt es ferner, den 
mittleren Abstand der Fasern zu erhShen, so dass die Gesamtmenge des resorbierbaren 
Polymers pro Gewebevolumen weiter reduziert wird. Damit dienen die Fasern hauptsSchlich 
als Gewebegerust und weniger zur dreidimensionalen Zellverteilung. Die Zellen mussen daher 
auch nicht an die Fasern binden. Eine weitere M6glichkeit, Zellen - aber insbesondere die 
Matrixmolekale - im Fasergewebe zu akkumulieren, ist das Einhullen des Vlieses in eine 
semipermeable Membran (10, 1 1). 

Zellen, die sich direkt an die Polymerfasern heften, wachsen und beginnen dann das Volumen 
zwischen den Fasern zu fallen. Diese an die Fasern adharierten Zellen haben ein mehr 
spindelfbrmiges Aussehen, wfihrend die Zellen in den Zwischenraumen, die im Kontakt mit 
anderen Zellen stehen, eher der Chondrocyten-Morphologie entsprechen (12). 
Als Fazit erfullt eine Kombination aus Polymerfasern, die den ersten mechanischen Halt 
bieten, und einem Gel, in dem die Zellen zwischen den Fasern homogen. verteilt werden, am 
ehesten die Anforderungen zur in vitro Herstellung eines praformierten Knorpeltransplants. 
Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass vergleichbare AnsStze auch zur Herstellung von 
Knochentransplantaten genutzt werden konnen (13). 

Das wohl beriihmteste Beispiel fiir diese Methode der dreidimensionalen Zellkultivierung ist 
das von der Arbeitsgruppe Vacanti mit Hilfe des Tissue Engineering nachgebaute Ohr (US- 
Patent 5,041,138). Dabei wurde mit nicht verwebten Polyglycolid (PGA)-Fasern gearbeitet, 
die mit Polylactid (PLA) beschichtet waren. Dieses modellierte Ohrkonstrukt mit humanen 
Chondrocyten wurde einer Maus mit abgeschwSchtem Immunsystem (ohne Thymus) subkutan 
implantiert und anfangs von auBen gestiitzt. Dabei behielt es seine Form. In dem neu 
gebildeten Gewebe wurde Kollagen Typ II als Marker fiir hyalines Knorpelgewebe gefunden 
(14). 

Ein anderer Ansatz ist die Kollagen-Matrix, die aus bovinem Kollagen Typ I hergestellt wird 
und daher naturgemaB schlecht reproduzierbare Eigenschaflen besitzt (15). Sie bietet sehr gute 
Zellbindungsfahigkeiten. Zellen, die in einer Kollagen-Matrix kultiviert wurden, sehen rund 
aus und zeigen bei schwacher Proteoglykansynthese eine starke Kollagenproduktion, die tiber 
den Prolin-Einbau nachgewiesen wurde. Da die Kollagensynthese feedback-kontrolliert wird,? 
kSnnte das Kollagen der Matrix allerdings auch als Substrat betrachtet werden. Wird Kollagen 
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ohne Zellen in einen Gelenkknorpel implantiert, wichst dieser zu. Das neu gebildete Gewebe 
sieht wie fibroses Gewebe aus und enthalt sehr viel Kollagen, aber wenig Proteoglykane. 
Letztere haben jedoch eine grofle Bedeutung fur die DruckelastizitSt (16). 

2. Gele 

Im Gegensatz zu den Poiymerfasem besitzen die Gele keine ausreichende mechanische 
StabiMt. Hydrogele basieren auf verschiedenen strukturellen und physikochemischen 
Eigenschaften der extrazellularen Matrix, die im Prinzip ebenfalls ein Gel aus Hyaluronsaure 
und Proteoglykanen ist, in das wiederum stiitzende Kollagenfasern eingebettet sind. 
Agarosegele werden haufig fiir die Erforschung der Chondrogenese verwendet. Das 
Agarosegel ermSglicht einen groflen Abstand zwischen den Zellen, so dass Matrixmolekiile 
Platz haben zu aggregieren (17, 18). Allerdings verbleiben groBe Molekiile, wie z.B. 
Aggrecan, im perizellularen Bereich, so dass eine interzellulare Matrix nicht gebildet werden 
kann(19). 

Das Fibringel wird seit 20 Jahren in der operativen Medizin verwendet. Es entspricht alien 
notwendigen Anforderungen seitens der Biokompatibilitat und Infektionssicherheit. 
Allerdings hat das reine Fibringel nur eine begrenzte mechanische Stability. Deshalb ist es 
sinnvoll, dieses Gel durch ein Fasergeriist zu verstarken. 

Ein PGA/PLA-Copolymervlies mit Fibringel gefiillt, ermoglicht eine homogene 
dreidimensionale Zellverteilung mit einem durchschnittlichen Zellabstand von 50 \xm. Die 
Chondrocyten haben eine runde Form. Nach etwa sechs Wochen Kulturzeit ldst sich die 
Vliesstruktur groBtenteils auf, und die Bruchstucke des Vliesnetzes sind gleichmSBig in die 
extrazellulare Knorpelmatrix eingebettet. Nach 14 Tagen kann Kollagen Typ II mit einem 
Antikorpertest nachgewiesen werden. Kollagen Typ I wurde nicht gefunden. Die kontrovers 
gefiihrte Diskussion zur Infektionssicherheit industriell gefertigter Fibrinpraparate eriibrigt 
sich bei Einsatz von autologem Fibrin (DE 198 24 306). 

Alginat ist eine Immobilisierungsmatrix, in der die Chondrocyten uber eine lange 
Kultivierungsdauer von bis zu acht Monaten ihren PhSnotyp behalten. Im Alginatgel bilden 
adulte humane Chondrocyten eine extrazellulare Matrix. Alginatbeads mit autologen 
Chondrocyten subkutan implantiert (Minischwein), zeigen nach sechs Wochen ein distinktes 
Gewebe, umhullt mit einer fibrdsen Gewebekapsel. Ca. 30% bis 40% dieses Gewebes waren 
Knorpel (20). Die Alginat-Beads konnen auch mit einem Hyaluronsfiuregel oder einem 
Fibringel kombiniert werden. Dann erhalt man durch die Hyaluronsaure deutlich mehr Zellen 
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im Bead. Auch die Fibrinzugabe fiihrt zu einem starken Anwachsen der Zellzahl (21). 
Allerdings ist hier noch zu kl&ren, in wieweit die starke Proliferation die gewiinschte 
Matrixbildung einschliefit. 

Die Verwendung von Alginat als Implantattrager erscheint jedoch fraglich, da auch hier das 
immunologische Verhalten des pflanzlichen Materials und die Infektionssicherheit noch 
ungeklart und problematisch sind. 

Hyaluronsaure (HA) wird durch Vemetzung der Hyaluronsaureketten zu einem brauchbaren 
Tragermaterial. In Abhangigkeit von der Art der Vernetzungsreaktion erhalt man HA-Fasern 
oder HA-Gele.Die Arbeitsgruppe um Aigner verwendete z.B. nicht verwebte Fasem aus HA- 
Benzylester (J. Aigner, et al., Cartilage tissue engineering with novel nonwoven structured 
biomaterial based on hyaluronic acid benzyl ester. J. Biomed Mater Res. 42, 172-181, 
(1998)). Diese Fasern degradieren nach zwei Monaten vollstandig durch spontane Hydrolyse 
der Esterbindung bei 37°C. Humane Chondrocyten aus dem Nasenseptum haften schnell an 
diesen Fasern, proliferieren und fullen dabei die Zwischenraume zwischen den Fasern aus. 
Nach 33 Tagen leben mehr als 90% der Zellen, was auf eine sehr gute Biokompatibilitat des 
Tragermaterials hinweist. Nach einem Monat wurde sowohl Kollagen Typ I als auch Kollagen 
Typ II exprimiert. Die Implantate behielten ihre Form. 

Andere Vernetzungsreaktionen z.B. mit Bisepoxid-Komponenten, Formaldehyd oder 
Divinylsulfon produzieren HA-Gele. Viele Veroffentlichungen und Patente berichten, dass 
diese Hyaluronsauregele in vivo biokompatibel und nicht toxisch sind (22, 23, 24, 25, 26). 
Je geringer der Vernetzungsgrad des Gels ist, desto mehr Wasser konnen das Gel bzw. der 
HA-Film aufnehmen, was wiederum mit einer leichteren Biodegradation und einer 
schlechteren mechanischen Stabilitat verbunden ist (27), wenn man dieses Gel allein bewegen 
will. Auf der anderen Seite ist jedoch ein hoher Wassergehalt fur ein potentielles Implantat 
erwunscht, da es im Gewebeverbund nur so dem Gewebstugor standhalten kann. 
3. Einsatz morphogener Wachstumsfaktoren 

Ein weiterer Ansatz im Tissue Engineering besteht darin, die Geweberegeneration insgesamt 
oder zumindest die Differenzierung der Zellen z.B. durch Zusatz von Wachstumsfaktoren zu 
stimulieren. Hierbei sind insbesondere Faktoren der TGF-6-Superfamilie (Transforming 
Growth Factor-beta) interessant, da sie bei der Entwicklung von Geweben und Organen eine 
zentrale Rolle spielen. Fur das Tissue Engineering gibt es dabei sehr verschiedene Prinzipien, 
diese Faktoren einzusetzen. So konnen beispielsweise in einen Teil der Zellen Gene der TGF- 
B-Familie eingeschleust werden, um die Ausreifiing zu verbessern, aber auch um das Gewebe 
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z.B. in einem chronisch entzundeten Gelenk vor erneuter ZerstQrung zu schiitzen (28, 29, 30, 
31). Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwendung von Release- Systemen, also der 
voriibergehenden Freiselzung von Faktoren aus resorbierbaren Mikropartikeln, um z.B. ein 
Transplantat wahrend der kritischen Phase der Einheilung zu stabilisieren. SchlieBlich kann 
auch die direkte Geweberegeneration ohne Zellen ausschlieBlich durch Wachstumsfaktoren 
und Biomaterialien angewandt werden (32). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, weitgehend vorgefertigte und stabile Knochen- 
bzw. Knorpel-Ersatzgewebe bereitzustellen. 

Die Aufgabe wurde durch die Herstellung kunstlicher Knochenchips gelost. Die 
erfindungsgemaBen kiinstlichen Knochenchips stellen flexible, resorbierbare, modulare 
Elemente mit Zellen und/oder Wachstumsfaktoren dar und eignen sich fur den praktischen 
Einsatz von Knochen- und Knorpel-Tissue Engineering in der Chirurgie. Sie konnen genutzt 
werden, um Gewebedefekte unterschiedlichster raumlicher Ausdehnung zu behandeln bzw. zu 
fallen. Die kiinstlichen Knochenchips bestehen aus bioresorbierbaren oder biokompatiblen 
Tragermaterialien und/oder Gertiststrukturen. Sie sind dadurch gekennzeichnet, dass sie aus 
durch Fibrin oder Hydrogel vernetzten Kombinationen von osteogenen Zellen und Faktoren 
bestehen, die zu aneinandersetzbaren geometrischen Korpern geformt werden. 
Sie bestehen aus porosen resorbierbaren oder nichtresorbierbaren Geriiststrukturen, wobei die 
Geriiststrukturen plastische und/oder elastische Anteile besitzen. 

Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, dass die einzelnen Module (Knochenchips) auf 
unterschiedliche Weisen miteinander verbunden werden kfinnen. Sie besitzen eine 
Profilstruktur oder sind eine geschlossene Hohlstruktur. Das Chipmaterial selbst ist poros in 
einer Weise, dass Zellen, die durch Biopolymere vernetzt werden (z.B. Fibrin) im Material 
verteilt bzw. eingebracht werden kSnnen. Neben der Einbettungskomponente (z.B. Fibrin) 
kann der Zell-Losung zusatzlich Calciumphosphat (z.B. alpha- oder beta-Tri- 
Kalziumphosphat) zugegeben werden. 

Durch die Form und Verbindungen der Knochenchips entsteht letztlich eine dritte Ebene der 
Geriiststruktur. Die Ebenen sind: 

1. Zellvernetzung durch Fibrin oder Hydrogel 

2. Die vernetzten Zellen sind in einem Fasergeriist stabilisiert und 

3. Die Fasergeriiste werden als modulare Hohl- und Profilkorper zu einem Makrogeriist 
zusammengesetzt. Die Module konnen entweder in vitro mit Zellen kultiviert oder unmittelbar 
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vor oder nach Implantation durch Eingespritzen in HohlkSrper/Hohlraume mit osteogenen 
Zellen oder Faktoren versetzt werden. 

Die kunstlichen Knochenchips sind raodulartige Knochenersatzstrukturen auf der Basis von 
bioresorbierbaren oder biokompatiblen Tragermaterialien, die mit osteogenen Zellen oder 
Faktoren kombiniert - gefiillt, getr&nkt oder gekoppelt - werden konnen. Sie bestehen aus 
pordsen resorbierbaren oder nichtresorbierbaren Geriiststrukturen. Vorzugsweise werden sie 
in geeigneten Formen eingesetzt, z.B. in Form von Wurfeln oder Quadern (z.B. in mm 2x2x2 
bis 4x4x2 oder 10x5x2). Auch mehreckige Formen sind mOglich, z.B. Sechskant/wabenartige 
Flache 1cm 2 ). Sie konnen auch kugelfbrmig, linsenformig oder band-/bindenartig gestaltet 
sein. Gemafl einer vorteilhaften Ausgestaltung sind die kunstlichen Knochenchips in ihrer 
Form rohrenformige/zylinderformige u- oder v-Profile bzw. Hohlprofile. 
Die Geriiststrukturen konnen Sttitzstrukturen, d.h. Faserstrukturen oder Vliesstrukturen, oder 
Gitterstrukturen, verwebte Strukturen, Schaumstrukturen, Wattestrukturen oder Strukturen mit 
interkonnektierender PorOsitat sein, die aus plastischen und elastischen Anteilen hergestellt 
werden. So enthalt die Faserstruktur - Wolle oder Vlies - neben elastischen zusatzlich 
resorbierbare oder nicht-resorbierbare plastische verformbare Fasern, Bander oder 
Stutzdrahte. Die StUtzstruktur der Knochenchips ist mehrphasig und besteht aus zwei oder 
mehreren der plastischen, elastischen und festen Phasen. 

Die erfindungsgemafien kunstlichen Knochenchips konnen uber Oberflachenprofile - z.B. Nut 
und Feder, Zacken, Spitzen, Locher, Haken, Osen oder klettverschlussartig - zusammen- 
gesteckt oder -gehakt werden. 

Die kunstlichen Knochenchips stellen weitgehend oder ganz geschlossene Hohlstrukturen mit 
permeablen Wanden dar, die durch Injektionen mit osteogenen bioaktiven Faktoren oder 
Zellen gefiillt werden konnen. Als Faktoren bzw, Zellen konnen FGF (fibroblast growth 
factor), TGF (transforming growth factor), BMP (bone morphogenetic protein), Periostzellen, 
mesenchymale Stammzellen oder Osteoprogenitor-Zellen eingesetzt werden. 
Die Permeabilitat der Wandstrukturen der erfindungsgemaflen Hohlchips wird entweder durch 
die Faser- oder Gitterstruktur oder durch zusatzlich aufgebrachte resorbierbare oder 
nichtresorbierbare permeable Membranen erreicht. 

Innerhalb eines zu behandelnden Knochendefekts werden unterschiedliche Knochenchips 
bzw. Hohlstrukturen mit unterschiedlichen Faktoren bzw. Zellen befiillt. Kiinstliche 
Knochenchips kfinnen vergleichbar oder ahnlich einem Klettverschluss auf Endoprothesen 
aufgebracht werden. 



WO 01/59068 



9 



PCT/DE01/00530 



Das erfindungsgemaBe Knochenersatzmodul kann mit andern kiinstlichen Gewebestrukturen, 
z.B. Knorpelersatz, kombiniert werden (z.B. osteochondrales Transplantat). 
Die Knochenchips werden durch Fibrinkleber, Acrylatkleber oder Laktidkleber miteinander 
und/oder mit dem umgebenden Gewebe verbunden. Statt allgemeiner Fibrinkleber kfcnnen 
auch autolog hergestelltes Fibrin bzw. Thrombin oder rekombinantes Fibrin bzw. Thrombin 
eingesetzt werden. 

Porose Knochenchips konnen mit Gelsubstanzen (Fibrin, Alginat, HyaluronsSure, Kollagen, 
Agarose) kombiniert werden. 

Die Knochenchips mit bioaktiven Elementen (Zellen und/oder Faktoren), die mit 
Gelsubstanzen kombiniert werden konnen, werden in Kulturmedien in vitro vorkultiviert. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung der kiinstlichen Knochenchips besteht 
darin, dass Zellen oder Faktoren durch Fibrin oder Hydrogel vernetzt und die vemetzten 
Zellen in Geriiststrukturen, insbesondere in einem Fasergeriist, stabilisiert und zu 
aneinandersetzbaren geometrischen Korpem geformt werden. AnschlieBend werden die 
Fasergeriiste als modulare Hohl- und Profilkorper zu einem Makrogeriist zusammengesetzt. 
Die Chips werden in vitro mit Zellen kultiviert oder unmittelbar vor oder nach der 
Implantation durch Eingespritzen in Hohlkorper/Hohlraume mit osteogenen Zellen oder 
Faktoren versetzt. Ein weiteres Merkmal des Verfahrens besteht darin, daB die 
Tragermaterialien und/oder Geriiststrukturen mit osteogenen Zellen oder Faktoren kombiniert 
- gefiillt, getrankt und/oder gekoppelt - werden. Die Zellen oder Faktoren konen vorkultiviert 
sein. 

Die Merkmale der Erfindung gehen aufier aus den Anspriichen auch aus der Beschreibung 
hervor, wobei die einzelnen Merkmale jeweils fur sich allein oder zu mehreren in Form von 
Kombinationen vorteilhafte schutzfahige Ausfuhrungen darstellen, fiir die mit dieser Schrift 
Schutz beantragt wird. Die Kombination besteht aus bekannten (Tragermaterialien, 
Tragerstrukturen) und neuen Elementen (modulartige Knochenersatzstrukturen, ktinstliche 
Knochenchips), die sich gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen Gesamtwirkung einen 
Vorteil (synergistischen Effekt) und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, dass 
nunmehr weitgehend vorgefertigte und stabile Knorpel- bzw. Knochen-Ersatzgewebe zur 
Verfiigung stehen. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung der neuen kiinstlichen Knochenchips liegt im Bereich der 
Chirurgie, vor allem in der Behandlung von Knochendefekten, z.B. nach Knochenbriichen, 
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Knochentumoren, Knochenzysten oder im periprothetischen Bereich (urn Prothesen herum). 
Sie betrifft ebenso die Behandlung chronischer Gelenkerkrankungen. 

Des weiteren bezieht sich die erfindungsgemafie Verwendung der Chips (Module) auf die 
Herstellung osteochondraler Knorpel-Knochen-Transplantate oder modellierbarer Knorpel- 
oder Knochentransplantate. Sie ist auch auf die Reparatur von Defekten im Gelenkknorpel 
oder von Gelenkknorpelflachen gerichtet. 

Die erfindungsgemafie Verwendung der neuen kunstlichen Knochenchips betrifft des weiteren 
die Herstellung von komplexen vitalen Bioprothesen. Sie ist ferner darauf gerichtet, 

- dass innerhalb eines zu behandelnden Knochendefekts unterschiedliche Knochenchips bzw. 
Hohlstrukturen mit unterschiedlichen Faktoren bzw. Zellen befullt werden, auch darauf, 

- dass die kunsdichen Knochenchips vergleichbar oder ahnlich einem Klettverschluss auf 
Endoprothesen aufgebracht 

- dass sie mit andern kunstlichen Gewebestrukturen, z.B. mit Knorpelersatz, kombiniert 

- dass sie durch Fibrinkleber, Acrylatkleber oder Laktidkleber miteinander und/oder mit dem 
umgebenden Gewebe verbunden oder 

• dass die kunstlichen Knochenchips mit Gelsubstanzen - Fibrin, Alginat, HyaluronsSure, 

Kollagen oder Agarose - kombiniert 

werden. 

Die Erfindung soli anhand von Ausflihrungsbeispielen naher erlautert werden, ohne auf diese 
Beispiele beschrankt zu sein. 

Ausfiihrungsbeispiele 

Beispiel 1: 

Auffullen eines Knochendefektes unregelmaBiger Dimension: 

Fur einen periprothetischen Knochenaufbau werden wahrend des chirurgischen Eingriffs 
Knochenprofilchips der Grofie ein und zwei Quadratzentimeter und 2 und 4 mm Dicke 
aufeinanergesetzt bzw. gesteckt und die Defekte damit gefullt. Die Chips wurden zuvor mit 
fibrinvernetzten Periostzellen oder mesenchymalen Stammzellen gefilllt und unter osteogenen 
Bedingungen vorkultiviert. 
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Beispiel 2: 

Herstellung osteochondraler Knorpel -Knochen-Transplantate: 

Zwei aufeinander steckbare Chips werden jeweils mit einer Fibringel-Zellsuspension oder 
Hydrogelzellsuspension gefiillt. Als Zellen werden jeweils Periostzellen oder mesenchymale 
Bindegewebsvorlauferzellen verwendet. Ein Chip wird mit osteogenem Medium kultiviert, 
der zweite mit chondrogenem Medium. Zur Tranplantation werden die Elemente ineinander 
gesteckt und mit Fibrin- oder Laktidkleber verklebt. 

Beispiel 3: 

Herstellung modellierbarer Knorpel- oder Knochentranplantate: 

Mesenchymale Zellen werden in einer Faserstruktur durch Fibrinvernetzung verteilt Die 
Faserstruktur besteht aus dtinnen resorbierbaren Fasern aus PGLA und zusatzlichen plastisch 
formbaren Drahten bzw. Drahtgeflecht. Das Zell-Faserkonstrukt wird anschlieflend manuell 
den chirurgischen Erfordernissen angepaBt. 

Leeende zu den Figuren: 

Figur 1: links: Zellverteilung abhangig von Faserverteilung und Zellanheftung; rechts: Zellen 
verteilt durch vernetzende Gelkomponenten, dadurch werden groflere AbstSnde der 
Geriistfasern ermoglicht. 

Figur 2: Modulartige Knochenersatzstrukturen (kiinstliche Knochenchips) aus porosen 
resorbierbaren oder nichtresorbierbaren Geriiststrukturen werden iiber interkonnektierende 
Oberflachenprofile verbunden. 

Figur 3: Mesenchymale Zellen werden in einer Faserstruktur (A) durch Fibrinvernetzung 
verteilt. Zusatzlich eingebrachte plastisch formbare Drahte (B) bzw. ein Drahtgeflecht 
ermdglichen eine definierte Formgebung/mechanische Stabilitat entsprechend den 
chirurgischen Erfordernissen. 

Figur 4: Osteochondrales Transplantat: A: Knorpel transplan tat, bestehend aus chondrogenen 
Zellen in einer Tragerstruktur (vorkultiviert unter chondrogenen Kulturbedingungen); B: 
Knochentransplantat, bestehend aus osteogenen Zellen in einer Tragerstruktur (vorkultiviert 
unter osteogenen Kulturbedingungen). Die Verbindung erfolgt iiber interkonnektierende 
Geriiststrukturen und/oder Gewebekleber. 
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1. Kiinstliche Knochenchips aus bioresorbierbaren oder biokompatiblen Tragermaterialien 
und/oder Geriiststrukturen, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus durch Fibrin oder Hydrogel 
vernetzten Kombinationen von osteogenen Zellen und Faktoren bestehen, die zu 
aneinandersetzbaren geometrischen Korpern geformt worden sind. 

2: Kiinstliche Knochenchips nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Geriiststrukturen aus den Ebenen 

- zellvemetztes Fibrin oder Hydrogel 

- stabilisierte Fasergeriiste, die die vernetzten Zellen enthalten und 

- Makrogeriiste, die aus den Fasergeriisten als modulare Hohl- und ProfilkOrper 
bestehen. 

3: Kiinstliche Knochenchips nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus 
porosen resorbierbaren oder nichtresorbierbaren GerQststrukturen bestehen und die 
Geriiststrukturen plastische und/oder elastische Anteile besitzen. 

4: Kiinstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Geriiststrukturen eine der folgenden Strukturen besitzen: 
Stutzstrukturen - Faserstrukturen, Vliesstrukturen - 

Gitterstrukturen, verwebte Strukturen, Schaumstrukturen, Wattestrukturen oder 
Strukturen mit interkonnektierender Porositat. 

5. Kiinstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Faserstrukturen neben elastischen zusatzlich resorbierbare oder nicht-resorbierbare plastische 
verformbare Fasern, Bander oder Stiitzdrahte enthalten. 

6. Kiinstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stutzstrukturen und/oder Geriiststrukturen aus mehreren plastischen, elastischen und festen 
Phasen bestehen. 
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7. KOnstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass sie in Form 
von rohrenformigen/zylinderformigen u- oder v-Profilen oder von Hohlprofilen vorliegen. 

8. Kunstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
vieleckig oder linsenformig oder band-/bindenartig geformt vorliegen. 

9. Kunstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass sie je nach 
Defektsituation zu geometrischen Korpern - Wurfel, Quader, Kugeln oder Zylinder - geformt 
vorliegen. 

10. Kunstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
permeable Wande besitzen. 

11. Kunstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 9 9 dadurch gekennzeichnet, dass sie 
zusatzlich permeable Membranen enthalten. 

12. Kunstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie uber 
Oberfiachenprofile - Nuten, Fedem, Zacken, Spitzen, Locher, Haken, Osen oder 
klettverschlussartig - zusammengesteckt oder -gehakt werden. 

13. Kunstliche Knochenchips nach Anspruch 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Faktoren FGF, TGF, BMP, Periostzellen, mesenchymal Stammzellen oder Osteoprogenitor- 
Zellen eingesetzt werden. 

14. Verfahren zur Herstellung von kiinstlichen Knochenchips nach Anspruch 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, dass Zellen oder Faktoren durch Fibrin oder Hydrogel vernetzt, die 
vernetzten Zellen in Geriiststrukturen stabilisiert und zu aneinandersetzbaren geometrischen 
K6rpern geformt werden. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Geriiststrukturen aus den 
Ebenen 

- Zellvernetzung durch Fibrin oder Hydrogel 

- Stabilisierung der vernetzten Zellen in Fasergerilsten 
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- Makrogeriiste, die aus den Fasergerusten als modulare Hohl- und Profilkoiper 

zusammengesetzt sind 
bestehen. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Chips in vitro mit 
Zellen kultiviert oder unmittelbar vor oder nach Implantation durch Eingespritzen in 
Hohlkorper/Hohlraume mit osteogenen Zellen oder Faktoren versetzt werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass die Tragermaterialien 
und/oder Geriiststrukturen mit osteogenen Zellen oder Faktoren kombiniert - gefiillt, getrankt 
und/oder gekoppelt - und zu aneinandersetzbaren geometrischen Korpern geformt werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen oder 
Faktoren vorkultiviert werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass den Zellen oder 
Faktoren zusatzlich Calciumphosphat beigemengt wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass als Calciumphosphat alpha- 
oder beta-Tri-Calciumphosphat eingesetzt wird. 

21. Verwendung der kiinstlichen Knochenchips nach Anspruch 1 bis 18 in der Chirurgie. 

22. Verwendung nach Anspruch 21 zur Behandlung 

22.1. von Knochendefekten nach Knochenbriichen, Knochentumoren, Knochenzysten oder 
des periprothetischen Bereichs oder 

22.2. chronischer Gelenkerkrankungen. 

23. Verwendung nach Anspruch 21 zur Herstellung osteochondraler Knorpel-Knochen- 
Transplantate oder modellierbarer Knorpel- oder Knochentransplantate. 

24. Verwendung nach Anspruch 21 zur Reparatur 
24.1. von Defekten im Gelenkknorpel oder 
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24.2. von Gelenkknorpelflachen. 

25. Verwendung nach Anspruch 21 und 23 zur Herstellung von komplexen vitalen 
Bioprothesen. 

26. Verwendung nach Anspruch 21 und 22, dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb eines zu 
behandelnden Knochendefekts unterschiedliche Knochenchips bzw. Hohlstrukturen mit 
unterschiedlichen Faktoren bzw. Zellen befullt werden. 

27. Verwendung nach Anspruch 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass die kunstlichen 
Knochenchips vergleichbar oder ahnlich einem Klettverschluss auf Endoprothesen 
aufgebracht werden. 

28. Verwendung nach Anspruch 21 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass die kunstlichen 
Knochenchips mit andern kunstlichen Gewebestrukturen wie Knorpelersatz kombiniert 
werden. 

29: Verwendung nach Anspruch 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass die kunstlichen 
Knochenchips durch Fibrinkleber, Acrylatkleber oder Laktidkleber miteinander und/oder mit 
dem umgebenden Gewebe verbunden werden. 

30. Verwendung nach Anspruch 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass die kunstlichen 
Knochenchips durch autolog hergestelltes Fibrin bzw. Thrombin oder rekombinantes Fibrin 
bzw. Thrombin miteinander und/oder mit dem umgebenden Gewebe verbunden werden. 

31. Verwendung nach Anspruch 21 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass die kunstlichen 
Knochenchips mit Gelsubstanzen - Fibrin, Alginat, Hyaluronsaure, Kollagen oder Agarose • 
kombiniert werden. 
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